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Introduction

Introduction

La chimiothérapie est un pilier des protocoles anticancéreux, contribuant de maniére
significative a I'amélioration de 1’espérance de vie des personnes atteintes de cancers. La
thérapie anticancéreuse conventionnelle cible non seulement les cellules malignes mais
¢galement les cellules saines, ce qui entraine des effets secondaires, notamment la survenue

de problemes d’infertilit¢ (Allen et al. 2018).

L'infertilité est un probléme de santé majeur impliquant environ 15% des couples, dont
la moiti¢ des cas concerne le genre masculin (Barati ef al. 2020). Les effets des traitements
anticancéreux sur la fertilit¢ masculine ont déja été¢ décrits dans la littérature. En effet,
plusieurs travaux de recherche s’intéressent a 1’¢tude de Ieffet des médicaments
anticancéreux sur les cellules souches, 1’une des cibles les plus connues de la chimiothérapie
anticancéreuse. L’effet de ces agents est gonadotoxiques, qui dépend de la classe du
médicament administré, des éventuelles associations de substances, de la dose ainsi que de la
durée du traitement (Yamaguchi and Fujisawa 2011). L'utilisation d'agents antinéoplasiques,
seuls ou en association, entraine une perturbation de la spermatogénése (Ghobadi ez al

2017).

En outre, d’autres effets indésirables ont été associés a un stress oxydant (SO) par la
production excessive d'especes réactives de 'oxygene (ERO) dans les testicules (Shati 2019).
Notamment, une diminution de 1’activité des enzymes antioxydantes a savoir, la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx) ainsi qu’un taux faible
en glutathion (GSH) ont été signalés (Shati 2019; Nna ef al. 2020).

Par ailleurs, pour prévenir la gonadotoxicité des agents anticancéreux, des antioxydants
ont été utilisés comme un traitement adjuvant afin de réduire les dommages causés par le SO
(Rabaca et al. 2020). Néanmoins, I’impact des anticancéreux sur les spermatozoides matures
in vitro est peu et/ou mal étudié. En effet, seulement deux études ont été réalisées, la premicre
a démontrer 1’effet de certaines anticancéreux sur la mobilité spermatique (Hong et al. 1985)
et la deuxiéme a démontrer 1’effet protecteur de la N-acétylcystéine (NAC) sur les dommages

engendrés par 1’étoposide sur les spermatozoides (Rabaca et al. 2020).

A partir de ces études antérieures converge l'objectif de ce présent travail, qui consiste a
entreprendre deux démarches complémentaires. La premicre étant I'étude de I'impact direct

des anticancéreux sur les spermatozoides matures et la deuxiéme démarche concerne
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I’évaluation de l'effet protecteur des antioxydants a savoir la vitamine E et la vitamine C,
seules ou en association a 1’égard des dommages engendrés par des agents anticancéreux sur
ces cellules. Il est admis que la mobilité de la cellule spermatique est révélatrice de son état
physiologique et des impacts négatifs qu’elle subit. Pour cela, nous avons opté pour la mesure
des parametres de la mobilité spermatique, a savoir la vitesse en ligne droite (VSL), la vitesse
curviligne (VCL), la vitesse moyenne du trajet (VAP)ainsi que le pourcentage des

progressifs rapides (% PR).
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Chapitre 1 La chimiothérapie anticancéreuse

I. La chimiothérapieanticancéreuse

I.1. Généralités sur la chimiothérapie anticancéreuse

La chimiothérapie anticancéreuse fournit des traitements a efficacité variable pour la
plupart des cancers humains qui sert de traitements curatifs pour certains types de cancers. Le
role de la chimiothérapie sera beaucoup plus élargi et jouera son role dans l'amélioration a la

fois de I’espérance de vie des patients atteints de cancers (Allen ef al. 2018).

I.2. Les différents types des agents anticancéreux
I.2.1. Les agents alkylants

Sont les médicaments les plus étudiés chez ’homme (Chevreau and Huguet 1995). Ils
intercalent dans ' ADN en se liant au bases guanine ou cytosine, et remplacent les protons soit
par des groupes alkylants (-CH3) ou par des atomes de platine (-Pt) et ils créent ainsi des
lIésions au niveau de I’ADN. L’accumulation de Iésions entraine une perturbation de la
réplication et systématiquement la mort cellulaire. Ce sont les médicaments les plus toxiques
pour I’épithélium germinal, leur effet dépend de la dose (Allen et al. 2018). Cette classe

comporte :
- Les moutardes a 1’azote, comme le cyclophosphamide, 1’ifosfamide et le melphalan ;
- Les organoplatines comme le cisplatine, le carboplatine et I’oxaliplatine ;
- Le busulfan, le t¢émozolomide, le thiotepa, la carmustine,...

1.2.2. Les anti-métabolites

Sont des molécules qui possédent des structures analogues aux substances biologiques
impliqués dans les fonctions cellulaires. Elles interrompent la synthése des acides nucléiques
(ADN/ARN), soit en s’incorporant frauduleusement dans I'ADN ou dans I'ARN ou en
inhibant de maniere spécifique des enzymes critiques de la synthése des acides nucléiques

(Allen et al. 2018). Cette classe est composé de:

-Les analogues de la pyrimidine : 5-fluorouracile, gemcitabine, cytarabine,

capécitabine...
-Les analogues de la purine : 6-mercaptopurine, fludarabine, clofarabine, cladribine...
-Les analogues de I’acide folique : méthotrexate et pémétrexed...

-Les autres inhibiteurs d’enzymes : asparaginase et hydroxycarbamide...
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-Les inhibiteurs des topoisomérases: les inhibiteurs des topoisomérases I (irinotécan,
topotécan) et II (étoposide), sont des enzymes qui coupent 1’un (pour IT I) ou les deux brins
d’ADN (pour IT II) et stabilisent le complexe topoisomérase-ADN, et ainsi inhibent la
relégation. Ils interférent avec la tubuline et dans 1’¢laboration de la molécule de I’ADN

(Allen et al. 2018).

1.2.3. Les poisons du fuseau

Constituent un groupe de médicaments anticancéreux d’origine naturelle, caractérisés
par leur cible. Le fuseau achromatique permet aux chromosomes de migrer lors de la mitose
(Robert 2007). Ces médicaments inhibent le désassemblage des microtubules (Allen et al

2018). Cette classe comporte :

- Les vinca alcaloides (vinblastine, vincristine, vindésine et vinorelbine) inhibent la

polymérisation de la tubuline en microtubules (Robert 2007).

- Les taxanes (paclitaxel et docétaxel) inhibent la dépolymérisation des microtubules

(Robert 2007).
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Tableau 1: Classification des agents de chimiothérapie couramment utilisés dans les protocoles du traitement des cancers (Allen ef al. 2018).

Classe des médicaments de chimiothérapie Cancers traités Exemples des molécules thérapeutiques
Agents alkylants Cancer des os Carboplatine

Tumeurs du SNC Chlorambucil

Lymphome de Hodgkin Cisplatine

Cancer du rein Cyclophosphamide

Leucémie Ifosfamide

Neuroblastome Meéchloréthamine

Lymphome non hodgkinien Melphalan

Sarcome des tissus mous Oxaliplatine

Anthracyclines Cancer des os Daunorubicine
Lymphome de Hodgkin Doxorubicine
Cancer du rein
Leucémie
Neuroblastome
Lymphome non hodgkinien

Sarcome des tissus mous

Antimétabolites Cancer des os Cytarabine

Leucémie Fluoro-uracile

A suivre
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Suite tableau 1

La chimiothérapie anticancéreuse

Classe des médicaments de chimiothérapie

Cancers traités

Exemples des molécules thérapeutiques

Lymphome non hodgkinien Mercaptopurine
Meéthotrexate
Thioguanine
Non anthracycline Cancer des os Bléomycine
Antibiotiques Lymphome de Hodgkin Dactinomycine
Sarcome des tissus mous Mitomycine
Taxanes Sarcome d'Ewing Docétaxel
Paclitaxel
Inhibiteurs de la topoisomérase Cancer des os Etoposide
Leucémie Irinotécan
Sarcome des tissus mous Téniposide
Vinca alcaloides Cancer des os Vinblastine
Tumeur du SNC Vincristine
Lymphome de Hodgkin
Cancer du rein
Leucémie
Neuroblastome

Lymphome non hodgkinien

Sarcome des tissus mous
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I.3. Les effets indésirables de la chimiothérapie anticancéreuse

Les médicaments de chimiothérapie ciblent non seulement les cellules cancéreuses,
mais également les cellules saines. Chaque médicament de chimiothérapie a une toxicité
particuliere. C’est la raison pour laquelle une chimiothérapie entraine parfois des effets
secondaires tels que les nausées, les vomissements, la diarrhée, la constipation, les aphtes, la
sécheresse de la bouche, la chute des cheveux, toxicités hématologiques (une diminution

simultanée des GB, GR et des plaquettes) ainsi que la fatigue et les douleurs (Young 2016).

Parfois, la chimiothérapie altére significativement certains organes et provoque leur

dysfonctionnement :

1.3.1. Les effets cardiovasculaires

Les thérapies anticancéreuses modernes peuvent étre associées a des effets secondaires
cardiovasculaires importants. Elles peuvent entrainer une ischémie cardiovasculaire, des
arythmies, un dysfonctionnement cardiaque, une insuffisance cardiaque et une hypertension
artérielle. Les médicaments anticancéreux, ou plus spécifiquement le trastuzumab, peuvent
induire un dysfonctionnement cardiaque et une insuffisance cardiaque (Stortecky and Suter

2010).

1.3.2. Le dysfonctionnement rénal

L'insuffisance rénale chronique est un phénomeéne courant chez les patients atteints d'un
cancer gynécologique. Le traitement anticancéreux systémique chez ces patients est un défi
pour les cliniciens en raison de la modification de la pharmacocinétique des
médicaments. Pour les médicaments qui sont principalement éliminés par les reins, une
fonction rénale insuffisante qui peut entrainer une toxicité importante. Une adaptation
posologique basée sur les changements pharmacocinétiques est nécessaire dans cette situation

pour éviter une toxicité potentiellement mortelle (Li ez al. 2007).

1.3.3. L’anémie chimio-induite

L'anémie est une complication fréquente de la chimiothérapie myé¢losuppressive qui
entraine une diminution de la capacité¢ fonctionnelle et de la qualité de vie des patients
cancéreux, particulierement en cancérologie pulmonaire. L’incidence de 1’anémie augmente
avec le nombre de cycles de chimiothérapie. L'anémie sévere est traitée avec des transfusions

de globules rouges. (Groopman and Itri 1999).
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1.3.4. La thrombopénie

La thrombopénie induite par la chimiothérapie est une complication fréquente du
traitement anticancéreux, entralnant un risque important de saignement, lorsque la
thrombopénie est sévere (<10 000/ml). Par conséquent, elle conduit a une réduction de

l'intensité de dose relative (RDI) du traitement anticancéreux (Mones and Soff 2019).

1.3.5. La stérilité
1.3.5.1. La stérilité masculine

Certains médicaments de chimiothérapie diminuent le nombre de spermatozoides et
entrainent donc un risque d’une diminution de la fertilité d’ou une stérilité masculine. Cela,
varie selon le type du traitement, des doses administrées, de 1’age, de 1’état de santé général
du patient et le mode d’action. Au niveau des spermatozoides cette action délétére peut
provoquer l'altération de 'ADN avec notamment la fragmentation de I'ADN, une anomalie
numérique ou structurale des chromosomes, des dysfonctionnements du processus méiotique
et une mort cellulaire par nécrose ou par apoptose. La fertilit¢ peut €tre restituée selon les

anticancéreux utilisés (Bujan and De Mas 2002).

1.3.5.2. La stérilité féminine

Une chimiothérapie puissante peut entrainer une insuffisance ovarienne prématurée et
une perte de fertilit¢ chez les femmes et les enfants (Tableau 2). La cryoconservation des
embryons est une procédure clinique établie de préservation de la fertilité mais avec plusieurs
restrictions. Cependant, en cas du traitement gonadotoxique élevé, la cryoconservation du
tissu du cortex ovarien doit étre proposée (Gauthier et al. 2010). Autrement dit, certains
médicaments de chimiothérapie perturbent le cycle menstruel des femmes : cycles irréguliers,
quantité modifiée ou interruption totale des regles. Si c’est le cas, la patiente ressent les
symptomes associés a la ménopause : bouffées de chaleur, sécheresse de la peau et des
muqueuses, sécheresse vaginale ainsi que des démangeaisons de la vulve. Afin de diminuer
ces effets secondaires, un traitement hormonal substitutif de la ménopause peut étre proposé,

sauf en cas de cancers hormono-dépendants.
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Tableau 2: Traitements anticancéreux classés en fonction de leur impact sur la fonction
ovarienne (Poirot et al. 2013).

Haut risque Risque moyen Risque faible ou sans risque
Cyclophosphamide Cisplatine Méthotrexate

Chorambucil Adriamycine S-fluorouracile

Melphalan Vincristine

Busulfan Bléomycine

Moutarde azotée Actinomycine D

Procarbazin
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I1. La stérilité masculine chimio-induite
I1.1. Rappel sur la spermatogénése
1I.1.1. L’anatomie des testicules

Les testicules sont des organes pairs, assurant une fonction exocrine par la production
des spermatozoides et une fonction endocrine par la sécrétion des hormones. Le testicule est
entouré d'une enveloppe résistante « I'albuginée » qui transmet des cloisons a l'intérieur de
celui-ci, le segmentant en lobules contenant les tubes séminiféres (Figure 1). Le testicule est
composé de I'épididyme qui s'étend tout au long de son bord dorso-cranial. Il est relié via des
canaux efférents et se prolonge par le canal déférent qui se connecte a l'urétre en

passant par les vésicules séminales (Robaire ef al. 2006).

La téte de

Le corps
L'épididyme ™. :

De I'épididyme

uuuuuuuuuuu

Conduit
Le médiastinum _........ % Adéférent

testis L

Tubule dr’or‘rmm"“w :
o

La queue

De I'épididyme

Vaginale o=

sémnipares

g
Le lobule

Figure 1 : Anatomie d’un testicule humain (Robaire ez al. 2006).

I1.1.2. Le liquide séminal
Le liquide séminal est une fraction liquidienne du sperme, il est constitué¢ de
spermatozoides en suspension qui est contenu dans les sécrétions d'origine testiculaire et

¢pididymaire. Au moment de 1'¢jaculation, ces dernieres se fusionnent avec les sécrétions de



Chapitre II La stérilité masculine chimio-induite

la prostate, des vésicules séminales et des glandes bulbo urétrales (glandes de Cowper). Le

mélange de ces différentes sécrétions est constitué par (Rollet 1999) :
- 10 ~ 20 % de sécrétion épididymaire ;
- 20 ~ 40 % de sécrétion prostatique ;
- 40 ~ 60 % de sécrétion vésiculaire ;

- Environ 5 % de sécrétion des glandes de Cowper.

I1.1.3. Les spermatozoides

Un spermatozoide est un gaméte male de petite taille d’environ 55 pm, léger et mobile
qui a une durée de vie de 2 jours et qui intervient dans la reproduction sexuée. Il y a environ
80 a 100 millions de spermatozoides dans 1’¢jaculat. Lors de la fécondation, le spermatozoide
s'unit a un ovule (gamete femelle) pour former une cellule-ceuf, qui se développera ensuite en

embryon pour donner un nouvel individu de la méme espece (Rives et al. 2012).

I1.1.3.1. L’anatomie du spermatozoide

a. La téte : contient un noyau haploide, de 3 a 5 um de longueur. elle apparait
verticalement ovulaire et de profile elle a la forme d’une poire ; dont sa partie effilée porte

I’acrosome sous forme d’un capuchon.

b. Le col : est a I’origine du flagelle, de taille courte ; réalise la jonction entre la
téte et la piece intermédiaire. Il présente une articulation autour de laquelle les parties

adjacentes sont mobiles.

c. La piéce intermédiaire: d’une longueur d’environ 6 um, elle est relativement
épaisse et contient le filament axial autour duquel s’enroule un filament spiral. Elle contient

aussi des mitochondries et un cytoplasme (Figure 2).
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Figure 2: L'anatomie du spermatozoide humain (Rives ef al. 2012).

I1.1.3.2. La composition membranaire du spermatozoide

Tous les spermatozoides de mammiferes sont entourés d'une membrane plasmique qui
est formé par de nombreux événements précoces pendant la fécondation. Il se caractérise par
une proportion inhabituellement élevée de phospholipides polyinsaturés qui lui conférent des
caractéristiques physiques spéciales. La membrane des spermatozoides contient trois grands

groupes de lipides :

- Les lipides complexes : composés d’au moins trois éléments de nature différente. Ils
comprennent les phosphoglycérides (phospholipides et plasmalogénes) et les glycolipides

(glycérides complexes, sphingolipides et lipopolysaccharides).

-Les lipides simples ou neutres : ils contiennent un ou deux composants et sont
généralement neutres. Ils englobent principalement les acylglycérols ou glycérides (mono-,
di- et triglycérides), les acides gras (AG) et les stérols. Ces derniers pouvant étre libres,

estérifiés, sulfatés ou liés a un sucre.

-Les protéolipides : constitués d’une protéine et d’une entité¢ lipidique permettant
I’insertion de la protéine dans la bicouche lipidique de la membrane plasmique (Hamamah et

al. 1996; Jones 1998).
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I1.1.4. Les différentes fractions du sperme

L’¢jaculat du sperme comprend différentes fractions. Il est nécessaire de le recueillir

totalement pour un bon examen du sperme:

- La fraction pré-spermatique : est la plus fluide, contient 5 a 20% du volume total et 5%

des spermatozoides avec des sécrétions des glandes de Cowper et des glandes urétrales.

- La fraction spermatique : elle est la fraction principale de 1’¢jaculat, contient 30 a 50%
du volume total avec la majorité des spermatozoides (46 a 80%). Les sécrétions proviennent
de ’ampoule du canal déférent, de la prostate, des testicules et en partiec des vésicules

séminales.

- Une fraction post-spermatique : représente 13 a 32% du volume total, elle renferme les
sécrétions des vésicules séminales. Elle peut aussi contenir les spermatozoides dont,

majoritairement sont morts ou altérés (Rives et al. 2012).

I1.1.5. La spermatogénése

La spermatogenése est le processus de différenciation cellulaire qui, a partir des cellules
souches, aboutit a la production des spermatozoides. Elle est apparait 1’age de la puberté. La
spermatogénese se déroule au sein de I’épithélium séminifere, ou les cellules de Sertoli
assurent un role de support architectural, de protection et de nutrition des cellules germinales.
Elles assurent la régulation de la spermatogenése et elles forment un microenvironnement

indispensable au déroulement de ce processus (Perrard ez al. 2010).

I1.1.5.1. Les étapes de la spermatogénése

a. La phase de multiplication : une spermatogonie se divise en deux cellules

diploides appelées spermatocytes de premier ordre (I).

b. La phase d’accroissement : les spermatocytes de premier ordre (I) deviennent
plus volumineux possédant des modifications de la chromatine. Ceci, correspond a la

prophase de la premicre division de méiose.

c. La phase de maturation : le spermatocyte I se divise en deux spermatocytes
de deuxieme ordre (II) qui sont haploides, par une mitose réductionnelle. ils se transforment

en spermatides qui ne se diviseront plus (Figure 3).
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Figure 3: Les étapes de la spermatogenése chez I'homme (Rives ez al. 2012).

d. La spermiogenése: c’est la derniere phase de différenciation, dont la
spermatide se transforme en spermatozoide mature. Il perd son cytoplasme superflu et il est
doté¢ d’une queue (Figure 4). Les spermatozoides acquierent leur mobilité ainsi que leur
pouvoir fécondant au cours de la traversée de 1’épididyme et du canal déférent. Ce pouvoir
fécondant n’est d’ailleurs complet qu’aprés le parcours des voies génitales féminines

(capacitation).
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Figure 4: La transformation d’une spermatide en spermatozoide pendant la phase de la
spermiogénese (Rives et al. 2012).

I1.1.5.2. La régulation hormonale de la spermatogeneése
La spermatogenése est régulée par des hormones hypothalamo-hypophysaires (la
gonadotropin-releasing hormone « Gn-RH », la luteinizing hormone « LH » et la follicle-
stimulating hormone « FSH »). Elle est aussi régulée par les facteurs de croissance et les
cytokines synthétisés, sécrétés par les cellules somatiques testiculaires (cellules de Leydig,
péritubulaires et de Sertoli) et les cellules germinales elles-mémes, adsorbés ensuite par la

matrice extracellulaire (Perrard et al. 2010).

I1.2. La stérilité masculine
11.2.1. Définition de la stérilité

L’infertilité masculine est 1’incapacité pour un homme de procrées en raison d’un défaut
de son sperme, le plus souvent est définie par I’absence de conception apreés 24 mois de
rapports sexuels. La stérilité masculine est donc une atteinte de 1’individu dans son pouvoir de

reproduction.

11.2.2. Classification de la stérilité
11.2.2.1. Selon le type d’infertilité

a. Infertilité masculine primaire : lorsque aucune grossesse dans le couple ne se

manifeste.
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b. Infertilité masculine secondaire : lorsque le couple a déja au moins un enfant,

c'est-a-dire quand une grossesse a déja permis la naissance d’un enfant vivant ou viable.

c. Infertilité primo-secondaire : concerne quant a elle les couples ou une

grossesse a démarré mais sans naissance d’un enfant : c’est le cas des fausses couches.

11.2.2.2. Selon les anomalies spermatiques

a. Les anomalies de la quantité du volume spermatique

-Aspermie : elle se traduit par I’absence d’éjaculat ou un volume de sperme

inférieur a 0,5 ml.
-Hypospermie : le volume total de 1’éjaculat est inférieur a 1,5 ml.
-Hyperspermie : le volume total de 1’¢jaculat est supérieur a 6 ml (Young 2016).
b. Les anomalies du nombre de spermatozoides

-Azoospermie : se caractérise par I’absence de spermatozoides dans 1’¢jaculat. Il
existe deux types d’azoospermie : azoospermie sécrétoire et excrétoire (Yamaguchi and

Fujisawa 2011).

-Oligospermie : définit par une diminution du nombre de spermatozoides dans

I’¢jaculat (inférieur a 15 millions par ml) (Sharma and Agarwal 1996).

-Polyspermie : elle se caractérise par un dénombrement des spermatozoides

supérieur a 200 millions par ml (Young 2016).

-Cryptozoospermie : crypto c’est caché, donc il s’agit de D’absence de
spermatozoides ou on trouve moins de 100000 spermatozoides dans la totalité de 1’¢jaculat

(Young 2016).
c. Les anomalies de la qualité du sperme

-Asthénospermie : elle se définit par la présence de moins de 40% des

spermatozoides mobiles une heure aprés I’¢jaculation (Young 2016).

-Nécrozoospermie : elle se caractérise par la présence d’un trés grand nombre de
spermatozoides morts dans le sperme de I’homme. Il s’agit probablement d’un probléme

d’infection ou d’oxydation (Young 2016).

-Leucospermie : elle se définit par un dénombrement des leucocytes supérieur a

1 million/ml (Lemkecher et al. 2005).
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-Tératospermie : elle se caractérise par un taux de spermatozoides normaux

morphologiquement, inférieur a 15% (Young 2016).

11.2.3. Le bilan de Pinfertilité masculine

Dans le but d’identifier tous les facteurs potentiels d’infertilité, une approche
méthodique est nécessaire pour le diagnostic d’une infertilit¢ masculine. Des examens
cliniques, biologiques et radiologiques permettent d’évaluer le pronostic et les possibilités du

traitement de 1’infertilité.

I1.2.3.1. L’interrogatoire

L’interrogatoire doit étre méthodique, éventuellement structuré par I’utilisation d’un
questionnaire-type, pour identifier tous les facteurs potentiels d’infertilité. Il précise tout
d’abord la nature de I’infertilité : primaire ou secondaire en cas de paternité antérieure, sa
durée, 1’age de la partenaire et les résultats des explorations et traitements déja réalisés. Les
conditions et la qualité¢ de la sexualité du couple doivent également étre étudiées : contexte
psychologique et social, fréquence des rapports sexuels au moment de I’ovulation, présence
ou non de troubles érectiles et/ou ¢jaculatoires, utilisation de lubrifiants potentiellement

toxiques pour les spermatozoides (Schlosser et al. 2006).

11.2.3.2. L’examen clinique
L’examen est réalisé par I’évaluation de 1’appareil génital : verge, testicule, épididyme,
déférent et prostate. Le volume testiculaire peut étre évalué par 1’orchimetre de Prader
(systeme de boulier), I’orchimeétre de Takihara (disques pleins évidés de taille croissante) ou
un pied a coulisse (méthode de Sigman). Un testicule est dit hypotrophique pour un volume
compris entre 6 et 15 ml, atrophique en deca de 6 ml. L’asymétrie entre deux testicules est

significative lorsqu’elle dépasse 30%.

L’absence uni- ou bilatérale de déférents et a fortiori de la queue de 1I’épididyme évoque
d’emblée une malformation congénitale liée au géne CFTR. Le toucher rectal doit étre
systématique : une petite prostate peut €tre due a un déficit androgénique ; une induration ou
des douleurs a une prostatite chronique. La recherche d’une varicocéle, presque
exclusivement gauche, se réalise sur le patient couché puis debout, avec une manceuvre de
Valsalva. Les petites varicoceles (grade I) ne sont palpées que debout, a la manceuvre de
Valsalva, alors que les varicocéles de grade II sont spontanément palpables, celles de grade I11

visibles sous la forme d’une dilatation du scrotum (Schlosser et al. 2006).
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I1.2.3.3. Le bilan paraclinique de premiére intention

a. Spermogramme

Le spermogramme est un élément incontournable de 1'évaluation de la fertilité
masculine. Le recueil du sperme doit étre réalisé¢ au laboratoire, par masturbation, apres un
délai de 2 a 7 jours d'abstinence. Des valeurs de référence ont ¢ét¢ définies par

l'organisation mondiale de la sant¢ (OMS) (Schlosser et al. 2006; Moreau et al. 2018).

L’interprétation du spermogramme ce faite par la comparaison des valeurs trouver et

valeurs de référence définies par ’OMS :
oEvaluation macroscopique
-Volume d’¢jaculat supérieur a 2 ml.
-pH de I’¢jaculat supérieur ou égal a 7,2.

-La viscosité est semi-quantitative, évalue par 1’écoulement du sperme a I’extrémité

d’une pipette (normale si le sperme s’écoule en gouttes séparées).
oEvaluation microscopique

-Concentration des spermatozoides supérieure a 20 millions/ml ou nombre total de

spermatozoides par ¢jaculat supérieur a 40 millions

-Mobilité suffisante des spermatozoides, appréciée en quantité et qualité dans

I’heure suivant 1’¢jaculat. L’OMS a défini quatre grades de mobilité :
o Mobilité normale, rapide et progressive.
o Mobilité diminuée, lente ou faiblement progressive.
o Mouvements sur place, non progressifs.
o Spermatozoides immobiles.

-Le sperme doit contenir au moins 50% de spermatozoides a mobilité progressive

(at+ b) ou plus de 25% a mobilité normale (a).
- Vitalité, appréciée par des colorants, supérieure a 75% a la premicre heure.

-Morphologie des spermatozoides normale dans plus de 30% des cas. La
classification de David ef al. est la plus utilisée. Elle précise le pourcentage, la localisation et
le type des anomalies morphologiques des spermatozoides (téte, picce intermédiaire ou

flagelle), qu’elles soient isolées ou associées entre elles.
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-Numération doit compter au moins 200 spermatozoides sur chaque cellule de

Neubauer.

-Absence d’auto-agglutinats de spermatozoides dans 1’éjaculat par test de réaction

d’agglutination mixte anti-immunoglobulines.
b. spermocytogramme

Le spermocytogramme est 1’examen de la morphologie des spermatozoides apres
coloration sur lames. La morphologie des spermatozoides est hétérogéne entre les individus et
chez un méme individu qu’il soit fertile ou non. Si on regarde les données de la littérature sur
plus de 30 ans de publications, I’origine et I’impact de nombreux traits ou « anomalies »
morphologiques restent encore non élucidés probablement car il existe un caractére
physiologique dans 1’apparition de ces anomalies. Des études ont montré une corrélation entre
le pourcentage de formes normales évalué au spermocytogramme et les chances de grossesse
spontanées. Cependant, les valeurs prédictives du spermocytogramme sont faibles et les
données les moins controversées sont celles qui concernent les anomalies monomorphes

(Moreau et al. 2018).

I1.3. Aspect de perturbation des fonctions génitales et gonadiques par les
anticancéreux

Les traitements cytotoxiques altérent la spermatogenese en touchant les spermatogonies
en division. Il en résulte une déplétion des cellules germinales et une altération
de la production de spermatozoides. Les molécules de chimiothérapie pouvant altérer la
fertilité masculine sont essentiellement les agents alkylants et les sels de platine (Poirot et al.

2013).

I1.3.1. Les effets sur les caractéristiques testiculaires

Selon les résultats de plusieurs études, le poids testiculaire des sujets traités par les
anticancéreux tels que le cyclophosphamide a été significativement réduits et les anomalies
histopathologiques apparaissent ; ce qui un indicateur clé de la toxicité sur la reproduction.
Une diminution du poids testiculaire indique une diminution des cellules de la
spermatogénese et de capacité de la reproduction. En ciblant les cellules germinales par
I’activation des voies apoptotiques et ¢galement par I’altération de la fonction des cellules de

Sertoli (Allen et al. 2018). Cette diminution peut étre attribuée a une altération de la sécrétion
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de la testostérone et des gonadotrophines, qui conduit a 1’arrét de la spermatogénése

(Ghobadi et al. 2017).

I1.3.2. Les troubles hormonaux

Le traitement par le cyclophosphamide peut réduire les taux sériques de la testostérone,
de I’hormone lutéinisante (LH) et de I’hormone folliculo-stimulante (FSH). Aussi, il réduit
I’activité des enzymes testiculaires, de formation de stéroides, tels que la 3B-hydroxstéroide
déshydrogénase (3B-HSD), la 17B-Hydroxstéroide déshydrogénase (17B- HSD), P450scc et
aromatase. Cela peut étre, du a des dommages oxydatifs induits par les agents anticancéreux
et 2 des changements dans les modeles d’expression génique dans les cellules de Leydig

(Ghobadi et al. 2017).

I1.3.3. Les effets sur 1a morphologie et les caractéristiques des spermatozoides

Apres le traitement par certains agents anticancéreux tels que le cyclophosphamide, une
diminution significative de la concentration et de la motilité des spermatozoides, ainsi que
d’autres anomalies, ont été observées. Les mécanismes comprennent I’induction de
dommages sur I’ADN, la peroxydation des groupes thiols dans les protéines et la
peroxydation des lipides membranaires. Aussi, le stress oxydatif des mitochondries et la
réduction des enzymes impliquées dans le cycle de I’acide tricarboxylique ont été observées,
réduisant ainsi 1’adénosine triphosphate (ATP) disponible. De plus, il ét¢ démonté que
I’exposition aux especes réactives de 1’oxygene (ERO) réduit la concentration de ’ATP et la
motilit¢. De méme qu’une réduction des protéines de choc thermique est a 1’origine des

anomalies des flagelles observées apres le traitement (Ghobadi et al. 2017).

I1.3.4. Les effets sur la spermatogénese

Les effets déléteres de la chimiothérapie sur la production de spermatozoides sont
maintenant bien connus, entrainant un arrét de la spermatogenése qui se traduit (Bujan and

De Mas 2002) :

-Par des altérations qualitatives des spermatozoides entrainant une stérilit¢ ou des
anomalies au niveau du noyau des spermatozoides, citant entre autre une azoospermie ou une

oligospermie sévére transitoire ou parfois définitive.

- Par une atteinte des processus de fécondation entrainant une stérilité.
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- Par des altérations au niveau du zygote, de 1'embryon et éventuellement de 1’enfant
ainsi que des altérations comme cela a ét¢ démontré chez l'animal sur la premicre et la

deuxieme génération (Bujan and De Mas 2002).
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Tableau 3 :Exemples de différents agents cytotoxiques et leur degré de gonadotoxicité (Vakalopoulos et al. 2015).

Groupe Agent Mode d'action Degré de gonadotoxicité
Agents alkylants  Chlorambucil Ajout de groupes alkyles a ’ADN,  Azoospermie prolongée
Cyclophosphamide altérant la structure et la fonction Azoospermie a l'age adulte apres traitement avant la puberté
Procarbazine de I'ADN Azoospermie probable, mais administré avec d'autres agents
Melphalan stérilisants
Carmustine
Lomustine
Busulfan
Ifosfamide
Analogues du Cisplatine Formation d'adduits a 'ADN, des ~ Azoospermie prolongée
platine Carboplatine liens croisés entre les brins d'ADN  Azoospermie prolongée n'est pas souvent observée aux doses

indiquées

Antibiotiques Actinomycine-D Liaison a 'ADN inhibant la Azoospermie probable, mais toujours administrée avec d'autres
synthése d'ARN agents stérilisants
Doxorubicine Déclenchement de la azoospermie, mais ne provoque que des réductions temporaires
topoisomérase II ADN dépendante  nombre de spermatozoides lorsqu'il est utilisé en solo
Bléomycine Rruptures d'ADN simple et double Seulement des réductions temporaires du nombre de
brin spermatozoides aux doses utilisées dans les schémas
conventionnels, mais des effets additifs sont possibles
Antimétabolites  Fluorouracile Analogue pyrimidine Analogue de  Réductions temporaires de la numération des spermatozoides aux
6-mécaptopurine purine doses utilisées dans les schémas conventionnels, mais des effets
Thioguanine Analogue de purine additifs sont possibles
M¢éthotrexate Antifolate
Dérivés de Vincristine Inhibition de la formation de Peut-étre additif aux agents ci-dessus en provoquant une
végétaux Vinblastine microtubules azoospermie, mais ne provoque que des réductions temporaires de
nombre de spermatozoides lorsqu'il est utilisé seul
Etoposide Inhibition de la topoisomérase 11 Réductions temporaires du nombre de spermatozoides aux doses
utilisées dans les schémas conventionnels.
Divers Prednisone Inhibition de la synthése de 'ARN  Peu susceptible d'affecter la spermatogencse
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I1I. Le statut oxydatif dans le tractus génital masculin

III.1. Le stress oxydant
II1.1.1. Les sources du stress oxydant

Le stress oxydant (SO) est défini comme un excés d'especes réactives de l'oxygene
(ERO) ou une carence en antioxydants. Ce phénomene est li¢ a des dommages des
spermatozoides causant une infertilité masculine. Il existe de nombreuses sources du SO et
de l'inflammation (Figure 5), y compris la varicocele, 1'usage du tabac, I'alcool, I'obésité/
syndrome métabolique, la leucocytospermie ainsi que les maladies sexuellement
transmissibles et les infections virales (virus de I'immunodéficience humaine et I’hépatite)

(Agarwal et al. 2018).

[ Primary pathologies of male reproductive systerms ]
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Figure 5: Les différentes sources du stress oxydatif (Agarwal et al. 2018).
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II1.1.2. Les effets du stress oxydant sur les composants cellulaires

Tous les composants cellulaires dont les lipides, les protéines, les acides nucléiques
et les sucres sont des cibles potentielles du SO. L'ampleur des dommages induits par le SO
dépend de la nature et de la quantit¢ des ERO impliqués ainsi que sur la durée de
l'exposition aux ERO. D’autre facteurs extracellulaires interviennent dans la production du
SO tels que la température, la teneur en oxygene et la composition de l'environnement (par

exemple les ions, protéines et piégeurs des ERO) (Agarwal et al. 2008).

I11.1.2.1. Les effets sur ’ADN spermatique

Les ERO provoquent des dommages sur I'ADN sous forme des cassures d'ADN
simple et double brin. Les ERO peuvent aussi provoquer des mutations génétiques telles
que la mutation ponctuelle et le polymorphisme, entrainant ainsi une diminution de la
qualité du sperme. D'autres mécanismes tels que la dénaturation et 1'oxydation des paires
de bases de I'ADN peuvent également étre impliqués. Lorsque les dommages de 'ADN
sont faibles, les spermatozoides peuvent réparer ces dommages. L'ovocyte est également
capable de réparer 'ADN endommagé des spermatozoides. Par contre, si les dommages
sont importants, une apoptose et une fragmentation embryonnaire peuvent survenir. Les
dommages de I'ADN dans le chromosome Y peuvent également entrainer la suppression

du geéne SPY de la progéniture conduisant a l'infertilité¢ (Agarwal et al. 2008).

I11.1.2.2. Les effets sur la membrane spermatique

La membrane plasmique des spermatozoides contient des quantités ¢élevées d'acides
gras polyinsaturés (AGPI) qui contribuent a leur fluidit¢é membranaire. Cependant, ces
AGPI rendent les spermatozoides trés sensibles aux dommages oxydatifs (Figure 6).
L'oxydation des AGPI par les ERO génere un cycle de propagation appelé réaction en
chaine radicalaire dans laquelle les groupements a double liaison non conjugués des AGPI
subissent une attaque électrophile initiale par les ERO. Cela, aboutit finalement a la
formation de malondialdéhyde (MDA), 4-hydroxynonénal (4-HNE) et acroléine. Ces
aldéhydes réactifs sont des marqueurs du SO. Ces derniers affectent par la suite des acides
aminés hydrophiles positifs des protéines, ce qui non seulement entrainera une production
supplémentaire des ERO, mais provoquera également une dérégulation mitochondriale et
une fuite des ERO de la membrane mitochondriale interne. Si la production des ERO
dépasse les concentrations en antioxydants dans les spermatozoides, le SO se résulte. Le

SO affecte I’intégrité¢ de la membrane plasmique et induit une capacitation prématurée, ce



Chapitre III Le statut oxydatif dans le tractus génital masculin

qui rend les spermatozoides moins aptes a la fécondation. Lorsque la concentration des
ERO dépasse les besoins physiologiques, les spermatozoides subissent un SO, ce qui

entraine une infertilit¢ (Agarwal et al. 2018).
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Figure 6: Le mécanisme de la peroxydation lipidique (Barati ef al. 2020).

II1.1.2.3. Les effets sur la motilité spermatique

L'augmentation des taux des ERO a été corrélée a une diminution de la motilité des
spermatozoides. Cependant, le mécanisme exact par lequel cela se produit n'est pas
¢lucidé. Il a été suggéré que le H,O; se diffuse a travers les membranes dans les cellules et
inhibe l'activit¢ de certaines enzymes vitales telles que la glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PD) via le shunt hexose monophosphate, qui contrdle la disponibilité
intracellulaire du NADPH. Ce dernier est ensuite utilis¢ comme source d'électrons par les
spermatozoides pour alimenter la génération des ERO par un systéme enzymatique appelé
NADPH oxydase (Figure 7). Comme, il a été aussi proposé¢ d’impliquer une série
d'événements interdépendants qui entrainent une diminution de la phosphorylation des
protéines axonémiques et de l'immobilisation des spermatozoides. Ces deux phénomenes
sont associés a une réduction de la fluidité membrane, nécessaire a la fusion

spermatozoide-ovocyte (Agarwal et al. 2008).
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Figure 7: Génération des dérivés actifs de I’oxygeéne (Agarwal et al. 2018).

I11.1.3. Les méthodes de mesure du stress oxydant dans le sperme

Il existe plusieurs méthodes pour détecter le stress oxydatif et les antioxydants soit
directement ou indirectement on mesurant les produits d’oxydation. La production des
ERO par les cellules germinales et/ou les PNN sont dosés comme suit (Pons-Rejraji ez al.

2009) :

- Par chimiluminescence, a 1’aide d’un luminométre et en utilisant le luminol ou la

lucigénine comme substrat.

-Par coloration au nitrobluetetrazolium (NBT), qui produit un pigment bleu

observable en microcopie photonique.

-Par des techniques simples et rapides assemblant la cytométrie en flux ou la
microscopie photonique, généralement a épifluorescence et des sondes adaptées permettent
une bonne estimation de la proportion de spermatozoides ayant subi un SO et/ou localiser

les sites d’oxydation.

- Par le marquage des peroxydes lipidiques par le C11-BODIPY, ainsi que I’immuno-
détection du 8- hydroxy-2-déoxyguanosine (8-OH-dG), produit de I’oxydation d’acides

nucléiques sont les méthodes les plus fréquemment citées dans les travaux récents. Le taux
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de résidus thiols, le malondialdéhyde (MDA) ou le 4-hydroxy-2-nonenal, deux produits
majeurs de la peroxydation lipidique, sont couramment quantifiés par spectrophotométrie

ou par HPLC.

II1.2. La protection par les antioxydants

Le testicule est trés sensible aux dommages oxydatifs en raison de I'abondance des
générateurs des ERO (xanthine oxydase, nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
«NADPH » oxydase et chaine de transport d'électrons mitochondriale) et des
concentrations ¢élevées d'AGPI. Cependant, le systeme antioxydant joue un rdle crucial
dans la protection de ce tissu contre les dommages oxydatifs causant un dysfonctionnement

testiculaire (Ghobadi ef al. 2017).

I11.2.1. La définition des antioxydants

Les antioxydants sont des substances chimiques qui sont naturellement présentes
dans certains aliments. La nature des systémes antioxydants différe selon les tissus et les
types cellulaires et selon qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire.
Dans le systeme de défense antioxydant de notre organisme, on distingue des systémes
enzymatiques et des systémes non enzymatiques. Ces substances antioxydantes aident a la
protection des cellules de l'organisme. Il existe plusieurs types d'antioxydants dont des
oligo-¢léments, des micronutriments ainsi que certaines vitamines, comme les vitamines C

et E (Barati et al. 2020).

I11.2.2. Les types des antioxydants
I11.2.2.1. Les antioxydants enzymatiques

Les enzymes antioxyadntes sont présentes le long du tractus génital masculin, ainsi
que dans le liquide séminal et les spermatozoides. On distingue trois enzymes (Barati et

al. 2020) :

- Le superoxyde dismutase (SOD) qui accélére la dismutation des O, en H,O, et en

0,, sa quantité et son activité ne sont que trés faiblement réduites chez les hommes stériles.

- La catalase (CAT), est un faible agent protecteur qui catabolise le HO; en H,0 et

son affinité pour le H,O, est faible.

-Les glutathions peroxydases (GPX) sont plus efficaces aux concentrations

physiologiques. Ils réduisent le H,O, et divers hydroperoxydes lipidiques. D’ailleurs,
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I’inhibition spécifique des GPX in vitro induit une peroxydation lipidique importante dans

les spermatozoides.

I11.2.2.2. Les antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques présents dans le liquide séminal sont de
différentes natures incluant, des vitamines (C et E), les drivés des acides aminés (taurine et
hypotaurine), des protéines et peptides (albumine et glutathion), des caroténoides, des
flavonoides, des métaux lourds de transition (zinc et manganese), du sélénium, de la
carnitine et des vésicules lipidiques d’origine prostatique. Leur activité est
significativement diminuée dans le liquide séminal des hommes infertiles, reflétant un role
majeur dans la protection des spermatozoides (Barati er al. 2020). Ces antioxydants
agissent a différents niveaux cellulaires et selon différents modes d’action. La plupart
captent ou transforment les ERO en piégeant ou en donnant des électrons. Les antioxydants

plus indiqués sont :
a.La vitamine E

La vitamine E est un antioxydant majeur de I’interruption de la chaine de
peroxydation des membranes du spermatozoide et semble avoir un effet dépendant de la
dose. Elle ¢limine les trois types de radicaux libres, a savoir le superoxyde, H,O, et les
radicaux hydroxyles. L’administration de 100 mg de vitamine E trois fois par jour pendant
6 mois dans un groupe de patients asthénozoospermiques avec des partenaires féminines
normales a démontré une diminution significative de la peroxydation lipidique, une
augmentation de la motilité spermatique ainsi que des cas de grossesse (Agarwal et al.
2008). Cependant, 1'a-tocophérol est une vitamine liposoluble, instable et peu soluble dans
les milieux aqueux. Une stratégie pour ’amélioration de sa stabilité et sa solubilité consiste

a son encapsulation dans les cyclodextrines (Sueishi ez al. 2012).
b. La vitamine C

La vitamine C est un antioxydant efficace qui neutralise les radicaux hydroxyles,
superoxyde et peroxyde d'hydrogéne empéchant ainsi l'agglutination des spermatozoides. Il
inhibe la peroxydation des lipides, recycle la vitamine E et protége contre les dommages de

I'ADN induits par le H,O, (Agarwal et al. 2008).
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c. La coenzyme Q10

La coenzyme Q10 est un antioxydant non enzymatique qui est li¢ aux lipoprotéines
de basse densité. Elle protege contre les dommages peroxydants. C'est un agent fournissant
de 1'énergie et améliore la motilité des spermatozoides. Elle est présente dans la piece
intermédiaire du spermatozoide, recycle la vitamine E et empéche son activité pro-
oxydante. Il a été démontré qu'une supplémentation orale de 60 mg/jour de la coenzyme
Q10 améliore le taux de fécondation, en utilisant une injection intracytoplasmique de

spermatozoides (ICSI) chez les hommes stériles normospermiques (Agarwal et al. 2008).

I11.2.3. Le mode de protection par les antioxydants

Les ERO les plus abondantes sont formées au cours du métabolisme et
phosphorylation oxydative. L’oxygene pourrait étre davantage converti en ‘OH, qui est un
radical plus oxydant. Les cellules utilisent diverses stratégies pour la neutralisation et
I’¢limination des ERO produites. Les principaux antioxydants sont constitués de molécules
telles que le glutathion (GSH), les vitamines E et C, des protéines antioxydantes telles que
la thiorédoxine, la glutarédoxine, les métallothionéines (MT) et 1'albumine ainsi que des
antioxydants enzymatiques tels que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et
la glutathion peroxydase (GPX) (Ghobadi et al. 2017).

I11.2.3.1. Le role des antioxydants dans la motilité spermatique

Les antioxydants tels que la vitamine E et C, le glutathion, la N-acétylcystéine, la
SOD, la catalase, 1'albumine, la taurine et I'hypotaurine empéchent la diminution de la
motilité des spermatozoides. Aussi, la N-acétylcystéine et la coenzyme Q10 augmentent la
motilit¢ de ces derniers. L'incubation d'un échantillon de sperme provenant d'un male
asthénozoospermique pendant 24 h avec 50 ml de la coenzyme Q10 a amélioré la motilité
de ses spermatozoides. Comme, il a ét¢ démontrés que la supplémentation orale de 2 a 3
g/jour de carnitine pendant plus de 2 mois a amélioré la concentration et la motilité des

spermatozoides (Agarwal et al. 2008).

I11.2.3.2. Le role des antioxydants dans la prévention des dommages de
I'ADN des spermatozoides
Il a été démontré que les antioxydants diminuent la fragmentation de I'ADN induite
par 1'OS. Une supplémentation orale quotidienne de 1 g de vitamines C et E pendant 2
mois a réduit le nombre de spermatozoides positifs par la méthode TUNEL (terminal

deoxynucleotidyl transferase biotin-dUTPnick end labeling) de 22,1% a 9,1% tandis que la



Chapitre III Le statut oxydatif dans le tractus génital masculin

quantité de spermatozoides présentant des fragmentations de 'ADN est restée la méme
dans le groupe placebo (22,4 a 22,9%). De plus, une nette amélioration des cas de
grossesse clinique (48,2% contre 6,9%) et d'implantation (19,6% contre 2,2%) apres le
traitement antioxydant par rapport aux résultats avant le traitement de I'ICSI. Une
suplimentation de vitamine E ou C au milieu de préparation du sperme pendant la
séparation par gradient de densité a protégé le sperme des dommages de 'ADN. Par
ailleurs, I'albumine aide également a neutraliser les dommages causés par le peroxyde

lipidique sur la membrane plasmique et 'ADN du spermatozoide (Agarwal et al. 2008).

I11.2.3.3. Le role des antioxydants dans la prévention des cryodommages

Les procédures de congélation et de décongélation des spermatozoides entrainent une
diminution significative et irréversible de la motilit¢ et de l'activit¢ métabolique des
spermatozoides. Ainsi, une perturbation de la membrane plasmique a été observée. Il a été
démontré que la vitamine E (10 mmol/l) et le Rebamipide (300 mmol/l) diminuent les
risques de congélation-décongélation et améliorent la motilité aprés décongélation. La
supplémentation in vitro de 300 mmol/l de Rebamipide dans un échantillon de sperme
pendant l'incubation (37 C°) et la cryoconservation (-196 C°) a une durée de 3 jours a

démontré une diminution significative du taux des ERO produites (Agarwal et al. 2008).
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I. Matériel et méthodes

Le but de ce travail est d’étudier I’'impact direct des molécules anticancéreuses sur
spermatozoides matures et aussi d’évaluer 1’effet protecteur des antioxydantes a 1’égard de
I’effet délétere de ces molécules anticancéreuses. Ce travail est réalisé au niveau du
laboratoire Associé en Ecosystémes Marins et Aquacoles de la faculté SNV de I'université

A/Mira de Bejaia.

Comme la période pratique a coincidé avec le mois de Ramadan, nous n'avons pas pu
réaliser notre travail sur le sperme humain. Des études antérieurs ont déja démontré que la
cellule spermatique du bélier présente une réponse similaire a celle des autres mammiferes
dont I’espéce humaine (Boumenir ef al. 2018), donc nous avons décidé de travailler sur le

sperme de bélier en raison de sa disponibilité.

I.1. Matériel

I.1.1. Matériel biologique

Le sperme épididymaire a été collecté a partir des testicules de bélier ; ces rangeons
blancs ont été¢ récupéré auprés de I’abattoir communal de Bejaia juste au moment de

I’abattage. Ces derniers sont transportés sous température ambiante au laboratoire.

I.1.2. Produits chimiques et appareillage

Le tableau 4 illustre les différents matériels utilisés pour la réalisation du travail

pratique ainsi que leur provenance correspondante.

Tableau 4 : Les produits et le matériel utilisés dans les expérimentations.

Le produit La firme
Le tampon tris Tris (Hydroxymethyle Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
aminomethane)
Fructose Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Acide citrique Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Pénicilline Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Les anticancéreux Carboplatine (CBCDA) Mylan 10 mg/ml
Paclitaxel (TXL) Cipla 6 mg/ml
Les antioxydants  Vitamine C Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Vitamine E Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

A suivre
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Appareillage

Thermometre
Microscope
Bain-marie

Plaque chauffantes
Le systeme CASA
La chambre Makler®
Agitateur

Balance analytique

/

Nikon eclipse E200, Japan

Bunsen

Raypa

SyncMaster SA100

Sefi Medical Instrument,Haifa, Israél
VELP scientifica

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Vortex VELP scientifica
Le petit matériel = Eppendorfs /

Micropipettes Accumax

Embouts /

Seringues de 10 ml /

Lame tranchante /

Spatule /

Bicher /

I.1.3. Systéeme CASA

Le CASA est un systéme d’analyse du sperme assistée par ordinateur (Figure 8). Il

permet une analyse automatique, répétitive et précise d’un échantillon de spermes selon les

parameétres suivants: mobilité, concentration, morphologie, fragmentation de I’ADN, vitalité,

la réaction de I’acrosome et leucocytes. Il contient aussi une chambre de comptage « Makler »

permettant de déposer un volume (10 pl) de sperme qui sera ensuite analysés sous microscope

a contraste de phase. Les images sont capturées a I'aide d'une caméra vidéo.

Figure 8 : Photo de I’analyseur CASA.
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I.2. Méthodes
I.2.1. Préparation de la solution TRIS

Une solution TRIS a ¢été préparé avec du TRIS « hydroxymethyl aminomethane »
(3,028 g), du fructose (1,25 g), de I’acide citrique (1,7 g) et de la pénicilline (100 mg) dans
100 ml de I’eau distillée (Taouzinet ez al. 2020).

1.2.2. Collecte du sperme épididymaire

Avec la méthode «Rétrograde-Flushiny et a partir des testicules du Bélier, la semence

contenue dans la région caudale de 1’épididyme a été récupéré par les étapes suivantes :
- Ringage du testicule avec de I’eau pour I’élimination du sang.

- Elimination des tissus qui englobe 1’épididyme et le testicule par une lame tranchante, en

prenant la précaution de ne pas abimer le canal épididymaire et le canal déférent.

-Isoler I’épididyme du reste du testicule (en sectionnant le canal épididymaire et en

préservant le canal déférent) puis épurer les tissus en exces du canal déférent.

- Ringage de I’épididyme avec de I’eau physiologique ou avec la solution TRIS et le sécher

avec le papier absorbant.

~Evacuer le sang au maximum possible dans la partie caudale dans la téte de I’épididyme,

suivie par un ringage pour €viter toute contamination de la semence par le sang.

- Réaliser une incision au niveau de la téte puis en implique une pression par I’introduction
d’une seringue remplie de 0,5 ml d’eau physiologie ou de la solution TRIS dans la lumiére du

canal déférent (en exergant une pression légere et continue sur le piston de la seringue).

-Enfin, récupérer la semence dans un Eppendorf placé sous I’incision (Figure 9).
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Figure 9: La méthode de la collecte de la semence a partir du testicule du Bélier.

1.2.3. Préparation des solutions d’anticancéreux et d’antioxydants

Les anticancéreux utilisés ont été récupéré au niveau du service d’oncologie de I’EPH

de Bouira, puis transportés au laboratoire et conservés a température ambiante.

L’étude de I’effet des anticancéreux sur les spermatozoides matures est réalisée en
utilisant les concentrations suivantes: CBDCA (5 mg/ml) et TXL (0,6 mg/ml). Ces
concentrations sont choisies tout en respectant la fourchette des doses administrées en clinique

humaine.

i
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Les concentrations des médicaments anticancéreux utilisés dans les expériences
suivantes étaient celles considérées comme appropri¢es d'un point de vue pharmacologique et

physiologique pour les doses thérapeutiques humaines (Mameri ez al. 2021).

Pour étudier I’effet protecteur des antioxydants, nous avons utilis¢é les molécules

suivantes, préparées dans la solution TRIS :

-La vitamine C a une concentration de 0,1 mg/ml.
-La vitamine E a une concentration de 0,25 mg/ml.

-La combinaison de ces deux vitamines a été envisagée.
I.2.4. Etude de ’impact direct des anticancéreux sur les spermatozoides

Le sperme frais collecté a été pré-dilué 1 : 20 (v/v) a I’aide de la solution TRIS pour
avoir une concentration d’environ 120 millions de spermatozoides/ml déterminer par le
systtme CASA. Un volume de spermatozoide a été mis en contact avec les anticancéreux
(CBCDA et TXL) a la concentration désirée. La figure 10 retrace les différentes étapes du

protocole utilisé :

Dilution par
facteur 1/20

v

TRIS + SPZ
Sperme dilué
Sperme pure
Préparation des
délutions 1/2
v
Test
v v
T CBCDA 5mg/ml TXL 0,6mg/ml
VulTRIS+V V ul CBCDA +V VulTXL + V
ul SPZ ul SPZ ul TRIS+ V ul
SPZ

A suivre
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Suite figure 10

Incubation 0/15 /30/.../ 135 min a 37C° (3 répétition pour chaque échantillon)

v

Prélever 10 pl de chaque échantillon apres chaque 15 min

v

Observation microscopique et mise au point

v

Analyse de la mobilité par CASA

v

Choisir 3 champs différents et enregistrer les vidéos

v

Conversion des vidéos enregistrées aux données statistiques dans un fichier Excel

v

Transmettre tous les paramétres des échantillons avec toutes les données et vitesses
enregistrées par CASA a différents temps dans un fichier Excel (CSV)

v

Analyses statistiques par le logiciel « STATVIEW »

Figure 10 : Le protocole d’étude de P’impact direct des anticancéreux sur les
spermatozoides du Bélier. SPZ: spermatozoides, T : témoin négatif, CBCDA :
carboplatine, TXL : paclitaxel.
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1.2.5. Etude de D’effet protecteur des antioxydants a ’égard de Deffet délétére des
anticancéreux sur les spermatozoides

Afin d’étudier I’effet protecteur des vitamines E et C seules ou en association contre les

dommages engendrés par le CBCDA et le TXL, un protocole expérimental a été¢ validé dont

ses différentes étapes sont résumées dans la figure 11.

Sperme pure
I
La dilution 1/20

10ul de sperme dans chaque Eppendorf

-

v

v

200u1 de TRIS

200pl de TRIS

v

v

%V (VC 2mg/10ml) +
Y5 V Tris

Y%V (VE 5 mg/10ml) +
YoV Tris

Y2V (VE 5 mg/10ml) +
%V (VC 2 mg/10ml)

Incubation 20 min a 37°C

La dilution 1/2

|

I

I

I

}

+%V d’AC

+%2 V de TRIS

+%V d’AC

+%V d’AC

+%V d’AC

A suivre

37




Matériel et méthodes

Suite figure 11

Incubation 0/15/30/.../ et 135 min a 37 °C

\ 4
Prélever 10 pl de chaque échantillon apres chaque 15 min

v

Observation microscopique et mise au point

v

Analyse de la mobilité par CASA

'

Choisir 3 champs différents et enregistrer les vidéos

y

Conversion des vidéos enregistrées aux données statistiques dans un fichier Excel

v

Transmettre tous les paramétres des échantillons avec toutes les données et vitesses
enregistrées par CASA a différents temps dans un fichier Excel (CSV)

v

Analyses statistiques par le logiciel « STATVIEW »

Figure 11: Le protocole d’étude de D’effet protecteur des antioxydants contre les
dommages engendrés par les anticancéreux sur les spermatozoides du Bélier. AC : les
anticancéreux (CBCDA ou TXL), VE: volume de la vitamine E, VC: volume de la
vitamine C.

1.2.6. Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés en moyenne = SD. Les données expérimentales ont été

analysées par le logiciel « STATVIEW : SAS Institute Inc. Version 5».
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II. Résultats

Dans cette partie, nous présenterons I’ensemble des résultats des deux approches: étude
de I’induction des dommages par I’impact des anticancéreuses sur les spermatozoides matures

in vitro, ensuite 1’étude de la protection par les antioxydants.

Il est admis que la mobilit¢ de la cellule spermatique est révélatrice de son état
physiologique et des impacts négatifs qu’elle subit. L’analyse informatique (CASA) permet
de générer des résultats quantitatifs et de produire ainsi des résultats objectifs permettant de
mettre en évidence 1I’impact des différents traitements sur la qualité du sperme. Parmi ces
critéres les parametres de la mobilité spermatique sont retenus a savoir:

-La vitesse moyenne du trajet (VAP): est la vitesse moyenne de la téte du
spermatozoide sur sa trajectoire moyenne.

-La vitesse en ligne droite (VSL): est la vitesse moyenne de la téte du
spermatozoide a travers la ligne droite reliant la premiére position de la dernicre piste.

- La vitesse curviligne (VCL) : est la vitesse moyenne de la téte du spermatozoide sur
son trajet réel (Figure 12).

- Le pourcentage des progressifs rapides (% PR) : est la mobilité fléchante et rapide

dont la vitesse de spermatozoide est supérieure a 25 pm/s.

"V(_:L VAP
‘ *a _,', " "?‘ * "/
R~ et --'T e o
’:.qn r./‘ :‘ ‘.:-'l. a -“ R: . .:
D \
o i
VSL
@ >

Figure 12: Diagramme expliquant certains parametres cinétiques du sperme. VCL : vitesse
curviligne, VSL : vitesse en ligne droite, VAP : vitesse moyenne du trajet.

I1.1. Effets des anticancéreux sur la motilité de spermatozoides

Aprées avoir traité les spermatozoides par les anticancéreux, la mobilité a été analysée

apres 0 min, 15 min, 30 min, ...135 min d’incubation.



VAP (umis)

VCL (um/s)

Résultats

Une différence significative a été¢ observée dans les parametres de la motilité entre le
contrble négatif (TRIS) et les anticancéreux testés (CBCDA et TXL). La figure 13 montre une
diminution significative pour tous les parameétres de mobilité des spermatozoides traités par
les anticancéreux (TXL, CBCDA) comparés au controle durant tous les temps d’incubation,
ce qui indique un effet délétere sur la motilité spermatique. Toutefois, une diminution de ces
parametres est plus remarquable aprés 45 min d’incubation avec le TXL (VCL= 21,96+1,45
um/s ; VSL= 4,64+0,67 um/s ; VAP= 9,34+0,79 pm/s) ou la plupart des spermatozoides sont
statiques, ce qui indique un effet proportionnel au temps (temps dépendant) sur les
spermatozoides matures. Par contre, cet effet est moins délétére lors de I’incubation avec le
CBCDA (VCL= 45,56+0,76um/s ; VSL= 9 ,434+0,23um/s ; VAP= 19,62+0,35um/s). Par
conséquent, la mobilité des spermatozoides exposés au TXL est inférieure a celle des

spermatozoides exposés au CBCDA.
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Figure 13 : Les paramétres de mobilité spermatique (VAP, VSL, VCL et le % des PR)
apres incubation des spermatozoides avec les anticancéreux TXL et CBCDA pendant (0
min, 15 min, 30 min, ...135 min). TRIS : témoin négatif, CBCDA : carboplatine (5 mg/ml),

TXL : paclitaxel (0,6 mg/ml).
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I1.2. Effet protecteur des antioxydants contre I’effet délétére de CBCDA
sur les spermatozoides

Une différence dans les résultats des parameétres de motilité spermatique a été observée
entre le controle négatif, le CBCDA, et les antioxydants testés (VIT C, VIT E et VIT C + E).
Les résultats montrent qu’aucune différence significative n'a été observée dans les parameétres
de motilité des spermatozoides entre les groupes CBCDA, VIT C et VIT E (Figure 14).
Cependant, la motilité des spermatozoides a été significativement élevée dans la combinaison
de la VIT E et C (VCL entre 42,94+0,56 et 62 ,87+0,50 um/s ; VSL entre 14,04+£0,21 et
16,47+0,3 pm/s ; VAP entre 21,1+0,3 et 30,99+0,37 pm/s) par rapport au groupe traité par le
CBCDA seul (VCL entre 28,51+£0,95 et 33,84+0,95 um/s; VSL entre 12,03+0,51 et
16,61+0,42 um/s; VAP entre 12,17+0,56 et 14,47+0,61 um/s).
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Figure 14 : Les paramétres de mobilité des spermatozoides (VAP, VSL, VCL et le %
des PR) apreés incubation avec le CBCDA prétraités par les antioxydants (0 min, 15 min,
30 min, ...135 min). TRIS : témoin négatif (sans traitement) ; CBCDA : carboplatine (5
mg/ml) ; VIT C : vitamine C (0,1 mg/ml) ; VIT E : vitamine E (0,25 mg/ml) ; VITE+C : la
combinaison de la vitamine E et C.
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I1.3. Effet protecteur des antioxydants a I’égard des dommages induits par
le TXL sur les spermatozoides

Les résultats relatés dans la figure 15, montrent qu’aucune différence significative n’a
¢té observée entre le TXL et les conditions de protection exprimés par la vitamine C, la
vitamine E et aussi en combinant les deux vitamines (VCL entre 32,954+0,59 et 56,21+0,53
um/s ; VSL entre 14,37+0,24 et 5,67+0,27 um/s ; VAP entre 27,87+0, 31 et 11,07+0,38 um/s)
avant 60 min, et (VCL entre 17,16+£0,76 et 20,01+1,64 pm/s; VSL entre 6,32+0,61 et
3,48+0,47 um/s ; VAP entre 12,77+0,5 et 7,77+0,82 um/s) apres 60 min.
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Figure 15 : Les parameétres de mobilité des spermatozoides (VAP, VSL, VCL et le % des
PR) apres incubation avec le TXL prétraités par les antioxydants (0 min, 15 min, 30 min,
...135 min). TRIS : témoin négatif (sans traitement) ; TXL : paclitaxel (0,6 mg/ml); VIT C:
vitamine C (0,1 mg/ml) ; VIT E : vitamine E (0,25 mg/ml) ; VIT E + C : la combinaison de la
vitamine E et C.
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II1. Discussion

L’espérance de vie des patients atteints du cancer a augmenté de maniére
considérable grace au développement en termes d’efficacité des traitements anticancéreux.
Ces traitements consistent a la prescription de différents types d’anticancéreux a savoir, le
carboplatine (CBCDA) et le paclitaxel (TXL) qui sont utilisés dans les protocoles
thérapeutiques seuls ou combinés pour traiter plusieurs cancers, dont le cancer des testicules
(Pectasides e al. 2009; Ghobadi er al. 2017; Rabaca et al. 2020). Néanmoins, plusieurs
effets secondaires peuvent apparaitre au cours et apres ces traitements comme par exemple la

diminution de la qualité du sperme des patients (Agarwal et al. 2008).

Les études décrites dans la littérature indiquent que les agents de chimiothérapie
induisent une stérilité, qui s’explique par un effet du médicament sur les cellules souches au
cours de la spermatogéneése (dommage au niveau de ’ADN et des modifications de la
chromatine) ou par un effet sur les testicules (Bujan and De Mas 2002). En effet, des études
ont démontré que le CBCDA et le cisplatine (CDDP) augmentent les aberrations
chromosomiques dans les spermatocytes des souris prépubéres (Allen er al. 2020), et
I’étoposide (VP16) engendre la fragmentation de ’ADN dans les cellules testiculaires du rat
(Okada et al. 2009). Aussi, il a ét¢ démontré qu’apres 1’administration de la chimiothérapie
gonadotoxique, le patient peut développer une oligozoospermie, voire une azoospermie

(Young 2016).

Il existe cependant peu de recherches portant sur I’effet cytotoxique direct sur les
spermatozoides matures, dont les mécanismes moléculaires impliqués restent inconnus et mal

¢lucidés (Hong et al. 1985; Rabaca et al. 2020).

Par conséquent, le présent travail est consacré pour tenter de fournir des informations
sur les effets directs des anticancéreux sur les spermatozoides matures d’une part et d’autre

part pour évaluer les effets potentiels protecteurs induits par les antioxydants.

Notre choix de la cellule spermatique s’explique par le fait que cette cellule est
révélatrice de son état physiologique. A cet effet, la mesure des paramétres de motilité (VAP,
VSL, VCL et les % des progressifs rapides) a été réalisée en premier lieu en exposant les
spermatozoides aux anticancéreux (CBCDA et TXL), et dans un second temps apreés pré-
incubation avec les antioxydants (la vitamine C, la vitamine E et/ou la combinaison de ces

deux vitamines).
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Nos résultats d’induction révelent un effet délétére sur la motilité des spermatozoides
qui dépend de I’anticancéreux a savoir le CBCDA et le TXL, dont ce dernier a altéré
significativement la mobilité des spermatozoides en comparaison au CBCDA. Cela, n’a

jamais €té auparavant démontré dans la littérature.

Cependant, il est important de signaler que le stress oxydant (OS) peut étre également
I’un des facteurs nocifs engendré par les anticancéreux sur les voies génitales masculines
(Ghobadi et al. 2017; Semet et al. 2017; Agarwal et al. 2018; Nna et al. 2020). Pour cela,
des travaux ont été menés sur la supplémentation en antioxydants pour prévenir les dommages

oxydatifs et aussi pour traiter la stérilit¢ masculine (Takeshima et al. 2019).

Parmi ces antioxydants, la vitamine E appelée aussi a-tocophérol, est indiquée comme
étant le premier inhibiteur de la peroxydation des lipides dans les membranes biologiques
(Massaeli ef al. 1999). Cependant, I'a-tocophérol est une vitamine liposoluble, instable et peu
soluble dans les milieux aqueux. Une stratégie pour I’amélioration de sa stabilité¢ et de sa
solubilité consiste en son encapsulation dans des cyclodextrines (Sueishi et al. 2012). Ce
complexe n’est pas encore étudier dans la protection des spermatozoides contre 1’effet direct

délétere des anticancéreux.

Il est rapporté que 1’utilisation de la vitamine E sous sa forme libre génére une entité
radicalaire (a-tocophéryl). Cet effet peroxydant de la vitamine E peut étre contrecarré par la
présence de la vitamine C qui joue un role réducteur de I’a-tocophéryl (Chan 1993). Ceci est
en concordance avec les résultats obtenus par la combinaison des vitamines E et C, utilisées
en concomitance avec le CBCDA sur les spermatozoides. En constate que ces résultats sont
nettement meilleurs en comparaison avec I’utilisation de ces deux vitamines séparées. Cela
s’explique par un effet synergique de ces deux antioxydants dans la préservation et la
protection des spermatozoides contre les dommages oxydatifs engendrés par le traitement
anticancéreux. Cet effet synergique a été¢ dé¢ja démontré dans des études de cryoconservation
des spermes, dont la combinaison de ces deux vitamines exercent un meilleur effet protecteur

(Krishnamoorthy et al. 2007; Zhao et al. 2015).

Cependant, nos résultats expriment qu’aucun effet protecteur des antioxydants
n’apparait lors de 1’exposition des spermatozoides au TXL. Cela, s’explique par le fait que le
TXL engendre des effets délétéres plus significatifs sur les spermatozoides dont la

concentration des antioxydants utilisée n’a pas protégé les cellules spermatiques.
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Les résultats de notre travail démontrent pour la premicre fois que la CBCDA et le TXL
affectent distinctement la mobilit¢ des spermatozoides matures in vitro. Cela, pourrait
s’expliquer par un mécanisme d’action différent. Par ailleurs, la combinaison de la vitamine E

et C peuvent étre un €lément potentiel de protection dans la thérapie adjuvante.
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Conclusion

Dans cette étude, nous nous sommes fixé comme objectifs d’étudier I’impact direct des
anticancéreux sur les spermatozoides matures d’une part, et d’autre part d’évaluer 1’effet

protecteur de certains antioxydants a I’égard des dommages engendrés par ces derniers.

Notre approche expérimentale consiste a évaluer les parametres de motilité spermatique
suite @ une exposition aux certains agents de chimiothérapie tels que le carboplatine
(CBCDA) et le paclitaxel (TXL). Nous avons ensuite procédé¢ a étudier I’effet protecteur de la
vitamine C et E, seules et en association, dans le but de préserver ces parameétres

spermatiques.

Au terme de notre travail, nous pouvons conclure que les molécules de chimiothérapie
agissent différemment sur les spermatozoides matures. Les résultats d’induction révelent un
effet délétere sur la motilité des spermatozoides qui dépend de I’anticancéreux a savoir le
CBCDA et le TXL, dont ce dernier a altéré significativement la mobilité des spermatozoides
en comparaison au CBCDA. Le prétraitement avec les différentes molécules antioxydantes
differe également d’un antioxydant a un autre et dépend aussi de 1’agent anticancéreux.
L’association de la vitamine E et C a démontré un meilleur effet protecteur contre le
CBCDA ; ce qui suggere que cette combinaison peut €tre nécessaire comme agent adjuvant

pour préserver la fertilité masculine pendant et apres les traitements par la chimiothérapie.

La découverte de nouvelles propriétés de molécules antioxydantes a savoir 1’effet
protecteur a I’égard des dommages oxydatifs des molécules anticancéreuses, présente un
intérét majeur pour la mise au point de nouvelles thérapies conduisant au contrdle de
I’infertilit¢ masculine. Des études ultérieures pourraient €tre envisagées pour rechercher
d’autres combinaisons en antioxydants avec des concentrations optimales afin d’assurer une

meilleure protection de la qualité du sperme humain durant les cures de chimiothérapie.
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Résumé

L'amélioration de I’espérance de vie de patients atteints de cancers a attiré une attention particuliére des chercheurs en
raison des risques de complications a long terme par les traitements. La stérilité est parmi les complications les plus
fréquentes chez les patients cancéreux dont, la plupart des agents anticancéreux sont gonadotoxiques. En effet, ces agents
induisent une stérilité masculine qui s’explique généralement par un effet sur les cellules souches au cours de la
spermatogénése (dommage au niveau de I’ADN et des modifications de la chromatine) ou bien un effet sur les testicules.
Cependant, I’effet cytotoxique direct sur les spermatozoides matures, dont les mécanismes moléculaires impliqués restent
inconnus et mal élucidés. Les travaux menés au cours de cette recherche consistent d’une part, a étudier 1’impact direct de
quelques anticancéreux sur les spermatozoides matures a savoir le carboplatine (CBCDA) et le paclitaxel (TXL) et
d’autre part a évaluer I’effet protecteur des antioxydants (la vitamine C et la vitamine E, seule ou en association) a 1’égard
des dommages induits par ces derniers. Pour cela, deux approches expérimentales ont été élaborées en mesurant les
parameétres de motilité spermatique assistée par ordinateur (CASA). La premiére a été réalisée apres 1’exposition directe
des spermatozoides de bélier aux agents anticancéreux et la deuxieme approche a ét¢ menée en traitant les cellules
spermatiques avec les anticancéreux, préalablement co-incubées avec les antioxydants. Les résultats obtenus ont
démontré que le TXL induit une toxicité trés significative sur la motilité spermatique (VSL= 4,64+0,67 pm/s) par rapport
au CBCDA (VSL=9,4340,23 pm/s), principalement aprés 45 min de co-incubation. La combinaison de la vitamine E et
C exercent un effet cytoprotecteur potentiel contre le CBCDA (VSL entre 14,04+0,21 et 16,47+0,3 pm/s), ce qui se
caractérise par un effet synergique. Par contre, aucun effet protecteur n’a été enregistré a 1’égard du TXL. En
perspectives, il serait intéressant de réaliser d’autres tests en utilisant une large gamme d’agents anticancéreux, dans le
but de prévenir et de traiter la stérilité chimio-induite et en méme temps minimiser les effets secondaires des
anticancéreux.

Mots clés : Infertilité masculine, anticancéreux, cellule spermatique, stress oxydatif, antioxydants.

Abstract

The improvement of longevity of cancer patients attracted attention of researchers because of the risks of treatment
complications. Infertility is a common adverse event in cancer patients, which the most of anticancer agents are
gonadotoxic. Moreover, these agents induced male sterility, explained generally by their effect on stem cells during
spermatogenesis (DNA damages and chromatin modification) or on the testes. However, the direct cytotoxic effect on
mature spermatozoa, whose molecular mechanisms involved remain unknown and poorly understood. In this respect, this
work consists, on the one hand, to study the direct impact of some anticancer drugs on mature spermatozoa, namely
carboplatin (CBCDA) and paclitaxel (TXL) and, on the other hand, to evaluate the protective effect of antioxidants
(vitamin C and vitamin E, alone or in combination) against the damage induced by these drugs. Two experimental
approaches were developed by measuring the motility parameters using computer-assisted sperm analyser (CASA). The
first was performed after direct exposure of ram sperm to anticancer agents and the second approach was carried out by
treating sperm cells with anticancer drugs, previously co-incubated with antioxidants. The results demonstrated that TXL
affect significantly sperm motility (VSL=4.64+0.67 pm/s) compared to CBCDA (VSL=9.43+0.23 pm/s), mainly after 45
min of co-incubation. The combination of vitamin E and C exert a potential cytoprotective effect against CBCDA (VSL
among 14.04+0.21 and 16.47+0.3 pm/s), which is characterized by a synergistic effect. Instead, no protective effect was
obtained after exposure to TXL. In the future, it would be interesting to perform further experiments using a wide range
of anticancer agents, in order to prevent infertility and to reduce side effects of the anticancer drugs.

Keywords: Male infertility, anticancer drugs, sperm cell, oxidative stress, antioxidants.
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